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Resum 
 
D. sanguinalis és considerada una mala herba que provoca pèrdues econòmiques als cultius 
arreu del món. Ustilago syntherismae és un fong que, quan infecta a D. sanguinalis pot 
provocar la substitució de les seves inflorescències per masses d’espores (carbó). La 
capacitat d’aquest fong té interès ja que podria reduir-ne les densitats de població i minvar el 
seu efecte sobre els cultius. D’altra banda, s’ha observat que alguns Glomerals poden reduir 
el creixement de D. sanguinalis.  
 
En aquest treball s’ha volgut estudiar la interacció entre tots aquests elements i la profunditat 
d’enterrament de les llavors de D. sanguinalis, que es creu que també pot ser un actor 
influent en la interacció U.syntherismae-D. sanguinalis.  
 
Per fer-ho es van posar en contacte llavors de D. sanguinalis amb espores de 
U.syntherismae mitjançant el mètode d’inoculació al buit. Es van col·locar les llavors a 
diferents profunditats (1,5cm i 4cm) i es van situar a la cambra de germinació (12h llum 
30ºC/ 12h foscor 20ºC). Mitjançant el reg es van introduir els Glomerals a través d’una 
suspensió d'espores en aigua destil·lada. 
 
Passades 6 setmanes es van processar les plantes. Per observar si hi havia presència de 
U.syntherismae la base de la tija es va transparentar amb KOH al 10% i es va tenyir amb 
blau de toluïdina. Per a observar si hi havia Glomerals les arrels es van transparentar en la 
mateixa solució i es van tenyir amb una solució de tinta i acètic 5%. Es van muntar les 
preparacions i es van observar al microscopi.  
 
Els resultats van mostrar que a la profunditat d’1,5cm hi va haver més plantes que van 
infectar-se de U.syntherismae, més que van formar micorizes i que van emergir i sobreviure, 
respecte a 4cm.  
 
També va resultar que el fet d’incorporar fongs endomicorízics no augmentava el nombre de 
plantes infectades amb carbó. En canvi, l’establiment d’ U.syntherismae si que estava 
associat a una disminució en la micorizació de les plantes.  
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Resumen  
 
D. sanguinalis está considerada una mala hierba que provoca pérdidas económicas en los 
cultivos por todo el mundo. Ustilago syntherismae es un hongo que, cuando infecta a D. 
sanguinalis puede provocar la sustitución de sus inflorescencias por masas de esporas 
(carbón). Esta capacidad que posee el hongo tiene interés ya que podría reducir las 
densidades de población y disminuir su efecto en los cultivos. Por otro lado, se ha 
observado que algunos Glomerales pueden reducir el crecimiento de D. sanguinalis. 
 
En este trabajo se ha pretendido estudiar la interacción entre todos estos elementos y la 
profundidad a la que se encuentran las semillas de D. sanguinalis, que se cree que puede 
ser también un actor influyente en la interacción U.syntherismae-D. sanguinalis.  
 
Para llevarlo a cabo se pusieron en contacto semillas de D. sanguinalis con esporas de U. 
syntherismae a través del método de inoculación al vacío. Se colocaron semillas a diferentes 
profundidades (1,5cm y 4cm) y se pusieron en la cámara de germinación (12h luz 30ºC/ 12h 
oscuridad 20ºC). Mediante el riego se introdujeron los Glomerales a través de una 
suspensión de esporas en agua destilada.  
 
Seis semanas después se procesaron las plantas. Para observar si había presencia de U. 
syntherismae se transparentó la base del tallo con KOH al 10% y se tiñó con azul de 
toluidina. Para observar si las raíces habían incorporado Glomerales se transparentaron con 
la misma solución y se tiñeron con una solución de tinta y acético al 5%. Se montaron las 
preparaciones y se observaron al microscopio.  
 
Los resultados mostraron que a la profundidad de 1,5cm hubo más plantas que se infectaron 
de U. syntherismae, más que formaron micorrizas y más que emergieron y sobrevivieron, 
respecto a 4cm.  
 
También resultó que el hecho de incorporar hongos endomicorrízicos no aumentaba el 
número de plantas infectadas con carbón. En cambio, el establecimiento de U. syntherismae 
sí que estaba asociado a una disminución en la micorrización de las plantas. 
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Abstract 
 
D. sanguinalis is considered to be a weed that causes crop economic losses around the 
world. U. syntherismae is a fungus that, when infects D. sanguinalis may cause the 
substitution of the inflorescences by a mass of spores (smut). This ability is interesting 
because it could reduce population densities and reduce the effect on the crops. On the 
other hand, it has been observed that some Glomerals may reduce D. sanguinalis growth.  
 
In this project, the main focus has been to study the interaction between these elements and 
seeds burial depth, that it is believed that may be an influent parameter in the interaction 
U.syntherismae-D. sanguinalis.  
 
In order to proceed, seeds of D. sanguinalis were in touch with U.syntherismae spores 
through the vacuum method. Seeds were put at different burial depth (1,5cm and 4cm) and 
put into a germination chamber (12h light 30ºC/ 12h dark 20ºC). Through the irrigation 
Glomerales were introduced in a suspension made of spores and distilled water.  
 
Six weeks later, plants were processed. To verify if U.syntherismae was into the plant, the 
stem base was cleared in a 10% KOH and stained with toluidine blue. To observe if roots 
had been incorporated Glomerales, they were cleared with the same solution and they were 
stained in a 5% ink-vinegar solution. Slides were prepared and observed with the optical 
microscope.  
 
The results showed that at 1,5cm burial depth, with respect to 4cm, a high number of plants 
were infected by U.syntherismae, formed mycorrhizal association, and emerged and 
survived.  
 
Moreover, adding endomycorrhizal fungi was not traduced in an increment to number of smut 
infected plants. However, U.syntherismae establishment was associated to a lower plant 
mycorrhization. 
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1. Introducció 
1. Antecedents 
 
Al setembre de 2004 M.T. Mas i A.M.C. Verdú van observar al marge d’un camp cultivable 
de Torre Marimon (Caldes de Montbui, Barcelona, 46º 12’ N, 4º 33’ E) que plantes de 
Digitaria sanguinalis eren infectades per Ustilago syntherismae (Mas et al., 2006). Això 
provocava que a les inflorescències de la planta, en comptes d’haver-hi espiguetes hi 
haguessin masses d’espores negres, l’anomenat carbó.  
 
Des de llavors s’han dut a terme varis estudis disposats a entendre el patosistema Digitaria 
sanguinalis-Ustilago syntherismae. 
 
1.1.  Digitaria sanguinalis  
1.1.1. Posició taxonòmica 
 
Digitaria sanguinalis (L.) Scop. és una planta que pertany a l’ordre dels Poales, família 
Poaceae (gramínies), subfamília Panicoideae i gènere Digitaria.  
 
1.1.2. Etimologia i nomenclatura  
 
El nom genèric de Digitaria sanguinalis deriva del llatí digitus, ja que les seves 
inflorescències recorden a dits; i sanguinalis, pel color roig que presenta. 
 
Nom comú català: forcadella, panissalla, pota de gall, xereix. 
Nom comú castellà: garranchuelo, pasto de cuaresma, pata de gallina, pata de gallo, 
sangradera ancha. 
Nom comú anglès: large crabgrass o hairy fingergrass. 
Sinonímia: Dactylon sanguinale Vill., Digitaria fimbriata Link., Digitaria marginata Link., 
Digitaria velutina (Forks.)P. Beuv., Panicum adscendens H.B.K., Panicum sanguinale L., 
Syntherisma sanguinalis Dulac (Behrendt i Hanf, 1979).  
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1.1.3. Descripció morfològica: 
 
És una planta herbàcia anual. 
 
La tija és llisa i glabra, tot i que els nusos són pilosos. Està ramificada per la base, formant 
tofa.  
 
Les fulles són linears i tenen el limbe de color verd a vermell-violeta recobert de pèls. La 
beina foliar té els mateixos tons, amb pèls més llargs. La lígula és membranosa d’1 a 3mm 
de longitud (Behrendt i Hanf, 1979).  
 
Forma unes espigues molt llargues i primes que aparentment neixen a l’àpex de les tiges, 
però en realitat hi ha un petit pedicel per cadascuna, de manera que la inflorescència està 
formada per 3-15 raïms unilaterals disposats en forma més o menys digitada (Bolós et al., 
2005). Aquestes espigues estan cobertes per espiguetes diminutes disposades de forma 
unilateral. L’espigueta està formada per dues flors, la inferior és estèril i està reduïda a una 
glumel·la. Les espiguetes estan comprimides pel dors i la seva mida és de 2,5-3,5mm x 
1mm. 
 
Té un sistema radicular molt desenvolupat, capaç d’aprofundir fins a 2m i estendre’s fins a 
2,5m de radi en condicions d’alta fertilitat i humitat. 
 
1.1.4. Cicle de vida i hàbitat 
 
La forcadella és una gramínia anual d’estiu C4, que inicia la germinació a la primavera 
tardana i es perllonga fins a mitjans de l’estiu.  
 
És una gramínia cosmopolita, que es troba en camps de cultiu i vores de camins. Creix en 
cultius de sòls arenosos fins a argilosos de zones càlides i també, en cultius tropicals i 
subtropicals. Té poblacions adaptades a temperatures relativament elevades i a la sequera. 
Tolera pHs baixos i no resisteix les gelades.  
 
Fa milers d’anys la forcadella havia estat cultivada a l’Índia i a l’Àfrica per a l’alimentació 
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humana. Entre el segle XIX i el XX es va introduir als Estats Units com a cultiu farratger, tot i 
que ràpidament va ser substituït per espècies més productives com el blat i el blat de moro 
(Mitich, 1988).  
 
Actualment, D. sanguinalis és descrita com una de les pitjors males herbes del món per la 
seva abundància i les pèrdues econòmiques que causa (Holm et al, 1977).  
 
1.1.5. Patró de germinació  
 
D. sanguinalis té dos patrons de germinació diferents segons l’òrgan que apareix primer 
(Verdú i Mas, 2014) (Figura 1): 
 
 Radicular (ra): el primer que emergeix de la cariòpside és la radícula. És la més 
típica. 
 Coleoptilar (co): el primer que es veu aparèixer és el coleòptil. Un cop emergit, 
s’elonga la zona del coleòptil-mesocòtil, la radícula comença a desenvolupar-se i 
finalment, apareix el sistema radicular.  
 
Figura 1. Patrons de germinació i desenvolupament de la plàntula de Digitaria sanguinalis (Verdú i 
Mas, 2014). 
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1.2. Ustilago syntherismae 
1.2.1. Posició taxonòmica 
 
Ustilago syntherismae (Schweinitz) Peck pertany al Regne dels Fongs, al fílum 
Basidiomycota, classe Ustilaginomycetes, ordre Ustilaginales, família de les Ustilaginaceae i 
gènere, Ustilago.  
 
1.2.2. Característiques 
 
Els Ustilaginomicets inclouen més de 1.400 espècies, que normalment parasiten gramínies. 
Algunes d’elles tenen molta importància ja que provoquen grans pèrdues econòmiques, per 
exemple, a la civada (Ustilago avenae), al blat (Ustilago tritici) o al blat de moro (Ustilago 
maydis), tot i que aquest últim cas sigui consumit a Mèxic.  
 
Els Ustilaginals també s’anomenen carbons degut a les masses d’espores de color negre 
amb aspecte de pols de carbó que produeixen a la planta hostatgera.  
 
Ustilago syntherismae és una espècie de fong sistèmic que causa el carbó en els gèneres 
Digitaria i Panicum a Europa, tot i que s’ha trobat que és patogen d’altres espècies de 
gramínies en els cinc continents del món (Farr et al., 2015; Vánky, 1994). És un fong 
cosmopolita (Farr et al., 2015) que té una sola generació a l’any (monocíclic). 
 
Les espores de resistència (teliòspores) de U. syntherismae són de forma globular o 
subglobular a ovoide, amb un diàmetre mitjà de 10x12,5μm. Presenten parets gruixudes, 
rugoses i marronoses (Mas et al., 2006). Una vegada germinen, donen lloc a un promiceli 
septat i ramificat.  
 
1.3.  Interacció Ustilago syntherismae-Digitaria sanguinalis 
1.3.1. Infecció 
 
El setembre de 2004 es va detectar la presència de U. syntherismae a les plantes de D. 
sanguinalis (L.) Scop., on les inflorescències apareixien transformades en masses 
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pulverulentes d’espores, anomenades sorus.  
 
Se sap que U. syntherismae no està dins la llavors de D. sanguinalis i que la infecció no es 
dóna en estadi d’embrió. Segons un estudi de Mas i Verdú (2014) es va observar que el fong 
entra a la planta a les primeres fases de creixement d’aquesta, concretament, en estadi de 
plàntula.  
 
Mas i Verdú (2014) van observar que la densitat màxima de miceli es trobava a la base del 
coleòptil. Es creu que el fong penetra pels estomes del coleòptil a través de la hifa infectiva. 
Tot i així, es va veure que hi havia plàntules infectades que tenien miceli al mesocòtil, cosa 
que conduïa a plantejar que aquesta podria ser una altra zona per on s’introdueix el fong, 
potser amb l’ajut de mecanismes químics. 
 
No se sap si el patró de germinació (veure apartat 1.1.5 Patró de germinació) té influència a 
la infecció. Hi ha hipòtesis que suggereixen que quan l’embrió de la planta comença a 
germinar radicularment hi ha un període de temps, mentre s’elonga la radícula, en el qual les 
bràctees de l’espigueta es mantenen una mica separades degut al creixement de l’embrió. 
Podria ser que es donés la infecció en aquest moment, moment que no existeix en la 
germinació coleoptilar. No obstant, podria ser que les plantes amb patró de germinació 
coleoptilar tinguessin més mecanismes genètics de resistència (Mas i Verdú, 2014). 
 
D. sanguinalis i U. syntherismae tenen una sola generació a l’any i arriben a la fase 
reproductiva alhora (Mas i Verdú, 2014).  
 
1.3.2. Desenvolupament del fong dins la planta 
 
El fong es distribueix per la tija de la planta, formant hifes visibles associades als teixits 
vasculars (Figura 2). Un cop el fong ha penetrat a la planta, la possibilitat que les 
inflorescències siguin colonitzades pel fong, i per tant, esterilitzin la planta, dependrà de la 
capacitat de la planta d’elongar els entrenusos més ràpid que el fong de colonitzar-los. A 
vegades, pot ser que s’observin hifes a la base de la planta però aquestes no aconsegueixin 
arribar a la inflorescència, i per tant, no hi hagi carbó.  
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Figura 2. Hifes de U. syntherismae recorrent el xilema de D. sanguinalis. Imatge d'una preparació 
vista al microscopi òptic a 400X feta per l’autora. 
 
 
1.3.3. Grau d’afectació del fong a la planta 
 
U. syntherismae té un efecte dràstic en la reproducció de D. sanguinalis ja que causa una 
important disminució en la producció de llavors (Gallart et al., 2009). 
 
El carbó, que es forma a la inflorescència de la planta, substitueix les inflorescències per una 
massa d’espores negres-marronoses de 3-5cm de llargada amb textura polsosa. Al principi, 
la massa es manté amagada darrere la fulla bandera que la recobreix, fins que més tard, es 
fa més o menys visible (Vánky, 1994).  
 
Es poden diferenciar tres graus d’afectació del fong a la planta: 
 
 Plantes aparentment sanes (PAS). Les plantes són portadores de llavors i no hi ha 
presència de carbó a les inflorescències. Pot ser que hagin tingut contacte amb el 
fong però o bé, han aconseguit evitar la infecció, o bé no han desenvolupat la 
malaltia.  
 Plantes parcialment encarbonades (PPE). Aquestes plantes presenten 
inflorescències transformades en sorus i inflorescències amb llavor o llavors 
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aparentment viables.  
 Plantes totalment encarbonades (PTE). Aquestes presenten totes les inflorescències 
transformades en sorus. No hi ha presència de llavors viables.  
 
S’ha observat que quan la planta és infectada pel fong, sovint també va acompanyada de 
canvis a la seva morfologia, com la reducció de biomassa de la part aèria, en ramificacions i 
a les inflorescències. Cal destacar que el fong no té efectes significatius en la mortalitat de la 
planta (Gallart, 2009). 
  
1.3.4. Profunditat i emergència de les plàntules 
 
Benvenuti et al. (2001) van observar que les llavors de forcadella tenien un comportament 
diferent a la germinació depenent de la profunditat a la qual eren enterrades: de 0 a 2cm, el 
percentatge de germinació era al voltant del 60%; a 4cm, del 35%; a 6cm era del 8%; i, a 
més de 12cm no germinaven degut a la dormància secundària en el 85% de les espiguetes, 
induïda per la profunditat. 
 
Mas i Verdú (2014) van proposar que la proporció de plantes infectades al camp podria estar 
influenciada per la proporció de llavors que emergeixen a diferents profunditats. Suggerien 
que les plàntules amb una probabilitat d’emergir més alta són aquelles que tenen menys 
probabilitat de ser infectades, ja que són les que estan més a prop de la superfície del sòl, 
mostren un desenvolupament més ràpid i una elongació del mesocòtil més curta respecte 
les situades més avall. És a dir, les llavors que es troben a una major profunditat serien les 
que tindrien més probabilitat d’infectar-se, ja que han d’elongar més el mesocòtil fins arribar 
a la superfície i el fong disposa de més temps per infectar-la. 
 
1.3.5. Interès de la interacció 
 
L’interès de la interacció entre D. sanguinalis i U. syntherismae es basa en el potencial 
micoherbicida del fong per a plantes del mateix gènere (Johnson i Baudoin, 1997). 
Actualment, pel control d’aquesta mala herba s’usen tan mètodes culturals (treballant el sòl) 
com químics, utilitzant herbicides de preemergència o postemergència. La forcadella es 
reprodueix únicament a través de les llavors, de manera que sense una reintroducció 
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d’aquestes al sòl, la màxima germinació de llavors tindria lloc al primer any després de 
l’alliberació d’aquestes ja que les plantes infectades per U. syntherismae que haguessin 
substituït les inflorescències per sorus no aportarien llavors al sòl. Passat aquest any, el 
nombre d’individus es mantindria alt, però a partir del tercer la densitat de població d'aquesta 
espècie disminuiria substancialment (Masin et al., 2006). 
 
Així doncs, és una alternativa al control de males herbes convencional, utilitzant el carbó 
com a control biològic ja que podria reduir, any rere any, el banc de llavors de D. sanguinalis 
al sòl. 
 
És per això que cal aprofundir en el coneixement entre aquestes dues espècies, tan en 
assajos al laboratori com en els camps de cultius.  
 
1.4. Glomerals: Glomus mosseae i Glomus intraradices  
1.4.1. Posició taxonòmica 
 
Glomus mosseae (Nicolson i Gerdemann) Gerdemann i Trappe i Glomus intraradices 
Schenck i Smith pertanyen al Regne dels Fongs, fílum Glomeromycota, classe 
Glomeromycetes, ordre Glomerales (Glomerals), família Glomeraceae i gènere Glomus. 
 
Fins fa poc, els Glomerals (antigament anomenats Glomales), pertanyien al fílum dels 
Zigomycota però degut a les característiques moleculars, morfològiques i ecològiques s’ha 
pogut veure que pertanyen a un grup monofilètic, Glomeromycota, que segurament prové 
dels mateixos ancestres que els Ascomycota i els Basidiomycota (Shüßler et al., 2001).  
 
Aquest nou fílum proposat per Shüßler et al. (2001) està format per quatre ordres que són: 
Paraglomerales, Archaeoesporales, Diversisporales i Glomerales. 
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Figura 3. Filogènia dels fongs proposada per Shüßler et al. (2001). 
 
Figura 4. Estructura taxonòmica generalitzada proposada pels fongs micorízics arbusculars (Shüßler 
et al., 2001). 
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1.4.2. Característiques generals 
 
L’ordre dels Glomerals es caracteritza per formar micorizes, que són interaccions 
mutualistes simbiòtiques, en que els contactes físics s'estableixen entre hifes de fongs i 
arrels de plantes. En aquesta associació, els fongs colonitzen les arrels de la planta 
hostatgera, ja sigui de manera intracel·lular formant endomicorizes, com és el cas dels fongs 
micorízics arbusculars, o de manera extracel·lular, com els anomenats fongs ectomicorízics. 
 
Els Fongs Micorízics Arbusculars (FMA) formen unes estructures anomenades arbuscles – 
d’aquí en ve el seu nom-, les quals es creu que són el principal mitjà d’intercanvi de 
substàncies entre el fong i la planta. A grans trets, el miceli del fong proveeix de nutrients 
minerals i aigua a la planta, mentre que aquesta li proporciona carbohidrats al fong (Parniske, 
2008).  
 
Tal com es coneix fins ara, tots els FMA són biotròfics obligats, és a dir, depenen d'un hoste 
fotoautòtrof per a completar el seu cicle. S’ha vist que entre el 70-90% de les espècies de 
plantes terrestres formen relacions simbiòtiques amb aquest grup. 
 
L’associació que es dóna pot ser que sigui perjudicial, provocant importants pèrdues en la 
producció de cultius; o bé quan aquesta és compatible, dóna lloc a múltiples beneficis. Una 
associació compatible promou una millora en la productivitat de la planta, en l’extracció de 
nutrients -principalment de fosfats i també, de zinc i coure-, en l’obtenció d’aigua, en la 
prevenció i control de malalties generades per patògens del sòl i una millora en l’activitat 
hormonal de la planta (Frankenberger i Arshad, 1995 citat a Xavier i Boyetchko, 2004). 
 
Es coneix que l’extracció de nutrients per part del fong té lloc especialment als sòls de baixa 
fertilitat. Cal esmentar que la micorizació sol disminuir quan hi ha abundància de nutrients, 
amb el risc de poder acabar sent una interacció de tipus patogènic en cas que en comptes 
de beneficiar la planta li redueixi el creixement (Parniske, 2008). Les taxes de colonització 
del fong variaran en funció de la combinació de factors entre l’hoste i l’ambient (Johnson et 
al., 1992 citat a Xavier i Boyetchko, 2004). 
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1.4.3. Característiques morfològiques 
 
L’ordre dels Glomerals (Morton i Benny, 1990) inclou fongs que normalment són hipogeus, a 
vegades epigeus, que formen endomicorizes en simbiosi mutualista amb plantes. Tenen 
hifes somàtiques generalment cenocítiques, amb centenars de nuclis compartint el mateix 
citoplasma. Mitjançant l'anastomosi es permet l'intercanvi de nuclis (de la Providencia et al., 
2005). Les hifes del miceli vegetatiu solen ser no septades, encara que poden presentar un 
septe per separar-se de les hifes velles o per alliberar les espores. La reproducció sexual és 
molt poc freqüent mentre que l’asexual es dóna mitjançant espores, semblants a les 
clamidòspores i zigòspores (mitòspores), que principalment són terminals però a vegades, 
es troben intercalades a les hifes. Les espores es formen en solitari, en raïms o en 
esporocarps (Morton i Benny, 1990).  
 
Glomus mosseae i Glomus intraradices són fàcilment cultivables. Les hifes creixen produint 
moltes ramificacions o branques i, a l'hora, hi ha anastomosi entre xarxes d'hifes (Parniske, 
2008). La major part de biomassa es troba dins les arrels.  
 
Glomus mosseae presenta unes espores solitàries o formant esporocarps, globoses a 
subgloboses, de color palla a cafè, de 160-240μm. La paret de l’espora està formada per 
tres capes, la primera i la segona hialines, i la tercera, de color cafè grogós. L’esporocarp 
conté entre 1 i 10 espores, el diàmetre de les hifes al punt d’unió amb l’espora mesura entre 
18-50μm, la superfície de fora de la paret interior no està ornamentada. La hifa de 
sosteniment, la primera que germina, generalment té forma d’embut amb un septe corbat 
(Sharma et al., 2008; Tapia-Goné et al., 2008)  
 
Glomus intraradices presenta espores solitàries, globoses a subgloboses, de color groc palla 
a cafè grogós, de 70-130μm de diàmetre. Té una paret de tres capes, les dues primeres 
hialines i la tercera de color groc palla. La hifa de sosteniment és cilíndrica i té un gruix de 
18μm al punt d’unió amb l’espora (Tapia-Goné et al., 2008). 
 
Els fongs d’aquest ordre es troben al sòl, a les arrels o a la superfície del sòl, a la vegetació 
o en fragments de substrat. A més, poden creixen a gairebé a tots els hàbitats on hi poden 
créixer plantes (Brundrett et al., 1991 citat a Morton et al., 2004).  
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1.4.4. Interacció Glomerals- Digitaria sanguinalis 
 
Les interaccions FMA-D. sanguinalis, tal com s’ha esmentat anteriorment, podrien ser des 
de mutualistes a antagòniques. Hi ha autors que sostenen que poden suprimir el creixement 
d’algunes plantes, especialment males herbes. Segons Jordan et al. (2000), els FMA poden 
suprimir el creixement d’algunes males herbes i, no només això, sinó que en alguns casos, 
alguns FMA mentre redueixen el creixement d’una planta, el promouen en una altra d’una 
altra espècie (Klironomos, 2003).  
 
En un experiment dut a terme per Rinaudo et al. (2010) en el que comparaven el creixement 
de diferents males herbes, entre elles D. sanguinalis, va constatar que la presència de FMA 
afectava negativament al creixement d’aquesta respecte el creixement sense FMA. A més, 
no només se suprimien algunes espècies de males herbes sinó que estimulava el 
creixement d’espècies de cultiu, com el gira-sol. De manera que Rinaudo et al.(2010) 
proposen que els FMA canvien les interaccions competitives entre el cultiu i les males 
herbes. 
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2. Objectius  
 
Com s’ha vist a la introducció, sembla ser que existeixen diferents elements que poden 
participar en el procés de reducció de les densitats de població de Digitaria sanguinalis als 
cultius. En aquest context, el treball està centrat en, per una banda, seguir ampliant els 
coneixements que es tenen del patosistema D. sanguinalis-U. syntherismae i, per l’altra, 
iniciar una prospecció de l’efecte que pot tenir un altre element supressor de D. sanguinalis, 
com són els Fongs Micorízics Arbusculars en la infecció.  
 
Traduït a objectius concrets, es vol determinar com afecta la profunditat d'enterrament de les 
llavors de D. sanguinalis a la infecció de U. syntherismae, i per l’altra, es vol observar quin 
efecte té la presència o absència d'endomicorizes a la infecció. 
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3. Material i mètodes 
3.1. Material vegetal i fúngic  
3.1.1. Digitaria sanguinalis 
 
Es van utilitzar espiguetes de D. sanguinalis procedents de Torre Marimon (Caldes de 
Montbui, Barcelona), d’una parcel·la destinada a l’estudi del patosistema, recollides el 30 
d'octubre del 2013.  
 
Eren espiguetes que procedien de plantes aparentment sanes, és a dir, sense presència de 
carbó. Aquestes espiguetes es van obtenir sacsejant plantes madures al camp.  
 
3.1.2. Ustilago syntherismae 
 
Es van utilitzar teliòspores del fong U. syntherismae que provenien de plantes totalment 
encarbonades, recollides al 21 d'octubre del 2013 a la mateixa parcel·la de Torre Marimon.  
 
Aquestes plantes que contenien els sorus en comptes d’inflorescències es van conservar 
premsades. Per a extreure les espores es va fer un tall a la fulla que embolcallava la massa 
d'espores i, amb una espàtula, es va fer caure el carbó a un full blanc. La massa es va 
passar per un sedàs de 200μm per separar les possibles impureses, d'on es recollia.  
 
3.1.3. Glomerals 
 
Els Glomerals es van adquirir a través del producte ENDOPLANT, de l’empresa Micologia 
Forestal i Aplicada©. És un preparat comercial sòlid que conté esporangis de dues espècies 
diferents de Glomerals: Glomus intraradices i Glomus mosseae, barrejats homogèniament 
amb substrats organominerals. Asseguren que té una concentració mínima de 1000 
propàguls/g. 
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3.1.4. Substrat 
 
Es va utilitzar substrat comercial COMPO SANA® Semilleros, que es va autoclavar abans 
d’utilitzar-se.  
3.1.5. Posició a la cambra 
 
A l’assaig es van col·locar les espiguetes en pots, que es van situar a la cambra de 
germinació. La cambra de germinació conté safates disposades a diferents alçades, i 
fluorescents a la porta. Les condicions ambientals de la cambra, com la humitat i la 
incidència de la llum, poden variar segons la safata si estan més a la vora de la paret de la 
cambra o de la porta.  
 
3.2. Estudis de capacitat germinativa 
 
Abans de començar l'estudi en qüestió, es va voler determinar quin material, tan d’espores 
com d’espiguetes, tenia un percentatge de germinació més elevat amb la finalitat d’utilitzar-lo 
per a l'experiment. 
 
3.2.1. Espores 
 
Per a l’estudi de germinació es van utilitzar espores del 2012 i del 2013, recollides de sorus 
procedents de plantes de Torre Marimon completament encarbonades. Es van posar 0,01g 
d'espores de U. syntherismae en 10mL de solució nutritiva completa per plantes i unes gotes 
de Tween 80 al 0,001% en dos tubs – un per a cada any- de pyrex® durant 3 dies a la 
cambra d’incubació amb un règim lumínic i tèrmic de 12 hores de llum a 30ºC i 12 hores de 
foscor a 20ºC. Passat aquest temps i durant tres dies, es van fer vàries observacions i es va 
dur a terme el recompte d’espores germinades usant una cambra de Neubauer. 
 
3.2.2. Espiguetes 
 
Per poder veure la diferència de viabilitat de les espiguetes relativa als dos anys, es van 
utilitzar espiguetes recollides el 5 de setembre del 2012 i el 30 d'octubre del 2013 
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procedents de plantes de Torre Marimon aparentment sanes. Se sap que al sòl la viabilitat 
de les llavors decreix significativament a partir del primer any, amb molt poca supervivència 
a partir dels 3 anys (Masin et al., 2006). 
 
Per a l'assaig de germinació es varen desinfectar submergint-les en una solució de NaClO al 
10%, ja que provenien del camp, agitant enèrgicament durant 10 minuts. Es rentà amb 3 
litres d'aigua destil·lada a través d’un embut de filtre ceràmic i un matràs Kitasatos i, tot 
seguit, es van col·locar les espiguetes en 4 plaques de Petri per a cada any amb paper de 
filtre humitejat amb 4ml d'aigua destil·lada. Finalment, es van posar a la cambra de 
germinació amb el mateix règim lumínic i tèrmic que a l’assaig de germinació de les espores. 
Es van deixar durant 28 dies i, a mesura que anaven germinant s’anava fent el recompte de 
les que germinaven i s’anotava el patró de germinació. 
 
3.3. Assaig 
 
Per poder avaluar l’efecte del diferents factors en la infecció de la forcadella amb U. 
syntherismae es van haver d’infectar les plantes prèviament, que es va fer mitjançant un 
mètode d'inoculació al buit per induir artificialment la interacció entre la planta i el fong (Mas i 
Verdú, 2014).  
 
Les fonts de variació considerades en la variable estudiada, la proporció de plantes 
infectades, van ser les següents: 
 
 Profunditat a la qual s’enterren les espiguetes: 1,5cm o 4cm. 
 Presència o no d'esporangis de Glomus intraradices i Glomus mosseae, que es van 
aplicar amb el reg.  
 
3.3.1. Preparació del material vegetal: 
 
Es van pesar 0,5g d'espiguetes de D. sanguinalis i es van desinfectar superficialment tal 
com es va fer per a l’assaig de germinació, tot i que amb una solució d’hipoclorit de sodi 
(NaClO) al 5%. 
 
Prospecció dels efectes de la interacció entre simbionts endomicorízics i un patogen causant de carbó 
en la gramínia Digitaria sanguinalis   25 
Escola Superior d’Agricultura de Barcelona 
UPC - BarcelonaTech 
 
Es va fer en dos lots, per una banda les espiguetes a les quals se’ls provocaria la infecció de 
U. syntherismae i, per l’altra, pel control, les no infectades. Un cop desinfectades, es van 
ficar els dos lots per separat en tubs de pyrex® amb tap de rosca. 
3.3.2. Preparació del material fúngic: 
 
Es van agafar espores de sorus de plantes totalment encarbonades, que havien estat 
guardades a la premsa. Es van buidar els sorus i abocar a un full en blanc tal com s’ha 
descrit per a l’estudi de capacitat germinativa. Un cop hi ha suficient quantitat, es van passar 
per un tamís de 200μm. 
 
Es va preparar una suspensió d'espores amb 0,1g d'espores en 10ml de solució nutritiva 
completa per plantes, prèviament autoclavada, amb Tween 80 al 0,001%. 
 
3.3.3. Procediment d’inoculació al buit: 
 
Per a provocar la infecció a les espiguetes, es van col·locar les espiguetes ja netes dins el 
tub que contenia la suspensió d'espores, tapat amb el tap de rosca i s'agità enèrgicament 
durant 10 minuts. Es van posar els tubs amb les espiguetes i la suspensió d'espores al 
dessecador. En comptes del tap, s'hi va col·locar cotó fluix com a tap. Es van aplicar 3 
tandes de buit de 10 minuts, cadascuna separades per 2 minuts de descans. El buit aplicat 
va ser de -800mbars. A continuació, es decantà el tub per llençar el sobrenedant i es va 
invertir el tub sobre un paper de filtre per a retirar el líquid sobrer. Es van traslladar les 
espiguetes humides inoculades a dues plaques de Petri amb paper de filtre humitejat amb 
solució nutritiva i es posà a incubar la placa al laboratori en semi-obscuritat a 25ºC durant 
24h.  
 
Es va seguir el mateix procediment amb un lot d'espiguetes sense afegir-hi espores (blanc). 
 
3.3.4. Disseny experimental 
 
Es van distribuir les espiguetes inoculades i no inoculades amb U. syntherismae en diferents 
pots que contenien substrat humitejat fins a les profunditats de 4cm o a 1,5cm. Es van 
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col·locar i es van tapar amb el substrat humitejat, fins a omplir tot el pot. El substrat havia 
estat autoclavat prèviament per a reduir la probabilitat de presència d'altres llavors i espores.  
 
Els pots on es van col·locar les espiguetes eren de cartró i tenien una capacitat de 200ml, 
mesuraven 7,5cm d’alçada i 5cm de diàmetre.  
 
Es van situar a la cambra de germinació seguint un disseny split-plot, per a recollir la 
variabilitat ambiental. Cada situació estava representada per 5 unitats i amb 4 repeticions 
distribuïdes en cada pis de la cambra. De manera que a cada pis hi havia les següents 
situacions: 
 
Taula 1. Situacions possibles de l'assaig en funció de si han estat inoculades amb U. syntherismae, si 
es regaran amb suspensió de Glomerals o només amb aigua destil·lada i la profunditat a la qual es 
sembren. 
Inoculació amb  
U. syntherismae 
Reg amb o sense 
Glomerals 
Profunditat 
Si Si 1,5cm 
Si Si 4cm 
No Si 1,5cm 
No Si 4cm 
Si No 1,5cm 
Si No 4cm 
No No 1,5cm 
No No 4cm 
 
A cada pis li corresponien 40 pots, distribuïts en 4 safates de 10 pots cadascuna (Figura 5). 
A cada safata hi havia dues de les situacions mostrades a la taula, ajuntades per si s’havien 
de regar amb la suspensió de Glomerals o amb aigua destil·lada. D’aquesta manera, era 
molt més clar a l’hora de procedir amb el reg; el tipus d'aigua utilitzada en el reg es va 
considerar el main-plot. En total, doncs, hi havia 160 unitats per a tot l’experiment. 
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Figura 5. Imatge de les safates amb els pots dins la cambra de germinació.  
 
 
3.3.5. Preparació de la suspensió de Glomerals i reg 
 
Les plantes es van regar entre dos i tres vegades a la setmana durant el període que van 
estar a la cambra, que van ser 6 setmanes en total.  
 
Com s’ha esmentat anteriorment, un paràmetre de l’experiment era la presència o l’absència 
de Glomerals en les plantes. Així, a les que els pertocava la presència d’aquests van ser 
regades amb suspensió d’esporangis de Glomerals per provocar-ne l’entrada i facilitar la 
micorizació; i les que no, es van regar amb aigua destil·lada.  
 
La suspensió es va elaborar a partir d’un preparat comercial sòlid (ENDOPLANT) de 
l’empresa Micologia Forestal i Aplicada©, i aigua destil·lada. La concentració utilitzada va 
ser 5g/l, seguint les indicacions de la casa comercial.  
 
Durant l’experiment, es va observar que les plantes que estaven als pisos 1 i 4 s’assecaven 
més, i per això van rebre un volum major d’aigua. Tot i això, si els corresponia suspensió de 
Glomerals, l’aigua extra que rebien era destil·lada i no pas la suspensió per tal que la 
concentració abocada de micorizes a tots els individus fos la mateixa.  
 
3.3.6. Tincions (tiges i arrels) 
 
Sis setmanes després d’haver enterrat les espiguetes, es va procedir a la tinció tan de tiges 
com d’arrels per a la determinació de la infecció amb el carbó i/o les micorizes.  
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3.3.6.1. Assaig per al protocol de tinció de micorizes 
 
Per a determinar si hi havia o no micorizes es va utilitzar el procediment proposat per 
Vierheilig et al. (1998), una versió més senzilla i assequible de la proposada per Phillips i 
Hayman (1970). Com que no s’havia provat el mètode amb anterioritat es van realitzar 
diferents proves amb plàntules que havien estat en contacte alguns dies amb la suspensió 
de Glomerals, variant els paràmetres per esbrinar els temps i concentracions òptims per 
aquest experiment en concret.  
 
El procediment que proposen Vierheilig et al. (1998) es basa en transparentar les arrels amb 
KOH 10% bullint-se (100ºC) durant diferents temps en funció del tipus de planta. Tot seguit, 
aclarir–ho amb aigua de l’aixeta i posar-ho a bullir amb una solució de tinta i vinagre durant 3 
minuts. Finalment, aclarir amb aigua de l’aixeta amb unes gotes de vinagre (20 minuts) o bé, 
amb vinagre pur (10 minuts).  
 
Vierheilig et al. (1998) proposaven utilitzar aigua de l’aixeta i vinagre per a tot l’experiment. 
Tenint en compte l’elevada alcalinitat de l’aigua de xarxa de Castelldefels es va decidir 
utilitzar aigua destil·lada en comptes d’aigua de l’aixeta. L’article proposava productes de 
fàcil accés però com que es disposava d’àcid acètic, es va utilitzar àcid acètic al 5% com a 
substitut del vinagre, tal i com suggerien a l’article.  
 
Pel que fa als temps que es proposaven, es van provar diferents temps de transparentat i de 
tenyit, i es va concloure que amb 5 i 3 minuts, quedava ben transparentat i ben tenyit, 
respectivament. Pel transparentat, amb menys minuts el contingut cel·lular no quedava prou 
digerit i impedia una bona tinció. Pel que fa a l’aclarit per a eliminar la solució de tinta i àcid 
acètic, es va decidir fer una solució d’àcid acètic 1% i submergir-hi les arrels durant 20 
minuts.  
 
Referent a les temperatures, gairebé mai es va arribar a 100ºC, sempre es va estar entre els 
94-98ºC. 
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3.3.6.2. Protocol de tinció de les micorizes 
 
Les arrels són separades de la resta de la planta amb compte i sota una lupa binocular (9x-
40x), rentades amb aigua destil·lada i tallades en trossets de 2cm aproximadament si hi ha 
una gran quantitat d’arrels. Cal destacar que el volum d’arrels era molt diferent d’una planta 
a una altra i que en funció d’això, calia utilitzar el material adequat, o tubs o pots pyrex® 
(Figura 6). Es va col·locar cada arrel provinent d’un mateix individu en un tub de pyrex®, de 
manera que no es van barrejar les rèpliques. Cal vigilar que les arrels estiguin humides tota 
l’estona per evitar que entri aire als teixits, cosa que dificulta l’observació de les 
preparacions al microscopi.  
 
Figura 6. Diferència de recipients en funció de la quantitat d'arrels de les plantes. 
 
 
Per a transparentar-les, es col·loquen les arrels del mateix individu a un tub de pyrex® amb 
prou quantitat de KOH 10% per a que la cobreixi. Els diferents tubs situats a la gradeta es 
posen al bany a 96ºC aproximadament durant 5 minuts. Es retiren i s'aclareixen vàries 
vegades amb aigua destil·lada en unes gerretes. Es traslladen de tub pyrex ® i es posen en 
una solució de tinta (de color blau, marca Pelikan) al 5%, prèviament preparada, en àcid 
acètic al 5%. Aquests tubs es tornen a posar al bany a 96ºC aproximadament durant 3 
minuts. Finalment, es dipositen les arrels en gerretes amb àcid acètic 1% i es deixen durant 
20 minuts per a que es destenyeixin. 
 
Per a muntar les preparacions amb les arrels, es van preparar portaobjectes amb una gota 
de medi de muntatge, alcohol de polivinil diluït. Es va col·locar un cobreobjectes al damunt i 
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s’hi va aplicar una mica de pressió (squash) per tal d’aixafar els teixits. Cada preparació va 
ser identificada adequadament. Les preparacions que no podien observar-se el mateix dia, 
se’ls posava esmalt d’ungles entre portaobjectes i cobreobjectes per lacar-les, permetent 
d’aquesta manera que aguantés un parell de dies més. 
 
3.3.6.3. Protocol de tinció de Ustilago syntherismae 
 
Al mateix moment que es van processar les arrels, també es va fer de les tiges. Es van 
distingir entre plantes de mida grossa i mida petita.  
 
Plantes petites 
 
Amb pinces i sota la lupa binocular (9x-40x), es va estirar amb compte la primera fulla i se’n 
va separar la radícula, obtenint el mesocòtil i el coleòptil. Fins al moment, s’havia utilitzat 
NaOH 5% (Mas i Verdú, 2014) per a transparentar però requeria 3 hores de temps. Per 
estalviar temps, es va fer servir el mètode descrit anteriorment per a transparentar les 
plantes petites, és a dir, bullint KOH 10% durant 5 minuts en tubs de pyrex ®. Un cop 
transparentades, es van posar en gerretes i es van rentar amb aigua destil·lada. Tot seguit, 
es van passar a una altra gerreta amb blau de toluïdina al 0,05% durant 15 minuts. 
Finalment, es van muntar les preparacions tal com s’ha descrit en l’anterior apartat Protocol 
de tinció de micorizes.  
 
Plantes grans 
 
Per a les grans, es van eliminar les beines piloses que cobrien la tija i es va tallar la base de 
la planta, al nus, eliminant la radícula i gairebé tota la tija. Sota la lupa binocular, es van fer 
talls longitudinals a mà alçada amb l’ajut d’una fulla d’afaitar, tallant entre dos portaobjectes 
tal i com es mostra a la Figura 7. Es van col·locar els talls a una gerreta amb solució de 
NaOH 5%, que es va posar al damunt d’una placa calefactora a 45ºC durant 1 hora com a 
mínim. Les gerretes es van tapar per evitar que s’evaporés la solució. Passat aquest temps i 
sota la lupa, es van traslladar els talls a una altra gerreta amb aigua destil·lada per a rentar-
los.  
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Figura 7. Elaboració dels talls longitudinals de la tija mitjançant una fulla d’afaitar. 
 
 
Es va preparar una tapa de placa de Petri de vidre petita (5,5cm de diàmetre) i s’hi posà un 
portaobjectes tal com mostra la Figura 8. Es va posar una gota de blau de toluïdina al 0,05% 
a la punta del portaobjectes i s’hi van traslladar els talls. Es tracta d’inclinar lleugerament el 
portaobjectes amb la gota i els talls i, amb l’ajut d’una espàtula fina es permet que caigui 
només el líquid i quedin els talls sostinguts. Es col·loquen noves gotes de colorant i es deixa 
que impregnin els talls. Un cop tenyits, es col·loquen unes gotes d’aigua destil·lada amb 
l’objectiu de rentar-ho, fins que el líquid que deixen anar els talls sigui transparent. Un cop 
arribats aquest punt, es posa una gota de medi de muntatge a un portaobjectes i s’hi 
col·loquen els talls. Sota la lupa, observar que els talls siguin els més fins i del mateix gruix, 
comprovar que no quedin solapats i separar-los amb l’ajut de les pinces. Col·locar-hi el 
cobreobjectes i lacar, si cal. 
 
Figura 8. Procediment de tinció i rentat dels talls de la base de la tija. A) Col·locació dels talls ja 
transparentats en una gota de blau de toluïdina; B) tinció a través de gotes de blau de toluïdina, 
subjectant els talls amb una espàtula fina; C) rentat dels talls amb aigua destil·lada. 
   
 
A B C 
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3.3.7. Observació 
 
Una vegada es tenen les preparacions fetes, s’observen al microscopi òptic fins a 400 
augments.  
 
Per determinar si un individu tenia micorizes i/o estava infectat per U. syntherismae es va 
utilitzar el mateix mètode. Només que es detectés una sola estructura dels fongs 
corresponents, es considerava que aquell individu presentava micorizes i/o era una planta 
infectada per U. syntherismae. Tanmateix, per considerar que una planta no presentava 
micorizes i/o era no infectada, s’havia de comprovar que a tots els talls de tiges i arrels 
representatius de la planta no s’hi trobés ni una sola estructura.  
  
L’observació havia de ser ordenada i metòdica, calia resseguir tots els teixits, des d’un 
extrem a l’altre.  
 
3.4. Tractament de dades 
3.4.1. Estudis de capacitat germinativa 
 
Per als estudis de capacitat germinativa, es van recollir les dades de germinació i es van 
analitzar utilitzant estadística descriptiva. Es va utilitzar un full de càlcul Excel (Microsoft 
Office, 2010).  
 
3.4.2. Assajos  
 
Per a cada planta les variables mesurades van ser la presència de micorizes i la infecció de 
U. syntherismae. Cada grup inicial de 5 plantes representava una unitat experimental, les 
que estaven a la mateixa safata, sembrades a la mateixa profunditat, el mateix tractament 
d'infecció i el mateix tractament de micorizació. Així doncs, per a cada variable es van 
obtenir dades en forma d’uns, si hi eren presents, i zeros, si no. Aquestes dades es van 
col·locar en un full de càlcul Excel.  
 
Com que eren dades binomials es van haver de transformar prèviament fent l’arcsinus en 
tant per u. Després, es va realitzar l’anàlisi de la variància amb dos factors, tal com es 
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mostra a la Taula 2. El nivell de significació en tots els anàlisis va ser 0,05. L’anàlisi es va 
completar amb el test de separació de mitjanes de Tukey-Kramer.  
 
Taula 2. Factors aplicats a l'assaig. 
Factors Nivells 
Aplicació de Glomerals Si 
No 
Profunditat a la qual s’enterren les llavors (cm) 1,5 
4 
 
En l’anàlisi de la variància també es va observar si la posició a la cambra de germinació -pis 
1, pis 2, pis 3 i pis 4- havia tingut incidència significativa en la infecció (Factor Repetició, amb 
4 nivells).  
 
A més, es va fer un recompte de les plantes germinades i es va veure l’efecte dels factors 
mencionats anteriorment, fent també una anàlisi de la variància.  
 
El tractament estadístic de les dades es va fer a través del programa estadístic SAS (SAS 
Institute, 2002). El procediment escollit va ser el GLM (General Linear Models). 
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4. Resultats i discussió 
 
Els resultats i discussió de l’experiment es mostren en aquest apartat. Primer hi ha els 
referents a la capacitat de germinació de les llavors de forcadella i les espores de U. 
syntherismae i després, els referents a l’assaig. 
 
4.1. Capacitat de germinació 
4.1.1. Espores 
 
La Taula 3 mostra els valors dels percentatges mitjans de germinació de les espores 
recol·lectades els anys 2012 i 2013. Com es pot veure, les espores de l’any 2013 mostraven 
un percentatge de germinació mitjà més elevat que les del 2012, un 38,59% respecte un 
11,10%. La desviació estàndard és de 0,062 al 2013, i de 0,044, al 2012. 
 
Taula 3. Nombre d’observacions que es van fer durant l’estudi de capacitat germinativa, recompte de 
les espores observades totals, de les germinades i percentatge de germinació mitjà corresponents a 
l'any 2012 i a l'any 2013. 
Any 
Nombre 
d’observacions 
Totals Germinades Percentatge mitjà de germinació (%) 
2012 6 1074 118 11,10 
2013 6 1013 389 38,59 
 
Observant la diferència entre els dos anys, es van triar les espores de l’any 2013 per a 
realitzar l’assaig.  
 
4.1.2. Espiguetes 
 
La Taula 4 mostra el nombre d’espiguetes inicials que es varen posar a germinar, separades 
en diferents plaques, i les que finalment van fer-ho. Tan les espiguetes del 2013 com les del 
2012 van tenir uns percentatges de germinació elevats, malgrat que les del 2013 
germinessin totes i les del 2012, no. Fent la mitjana i la desviació estàndard dels 
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percentatges acumulats dels dos anys avaluats s’obté que el percentatge mitjà de 
germinació al 2013 va ser del 100% i al 2012, del 94,87%; i la desviació estàndard al 2013 
va ser 0, i al 2012, 0,0021.  
 
Com en les espores de U. syntherismae, el percentatge mitjà de germinació més elevat de 
les espiguetes va ser el del 2013 i per això es van usar aquestes per a l’assaig.  
  
Taula 4. Recompte de les espiguetes totals, de les germinades i percentatge acumulat de germinació 
corresponents a l'any 2012 i a l'any 2013. 
Any Placa Germinades Totals 
Percentatge 
acumulat de 
germinació (%) 
2013 
1 55 55 100 
2 61 61 100 
3 53 53 100 
4 45 45 100 
2012 
1 36 38 94,7 
2 58 61 95,1 
3 53 56 94,6 
4 57 60 95,0 
 
Segons Masin et al. (2006), la viabilitat de les llavors de D. sanguinalis decreix 
significativament al cap d’un any al sòl (germinació del 70%) fins a tres anys, quan ja no són 
viables. Així doncs, es va constatar la pèrdua de capacitat germinativa amb els anys, 
malgrat no ser tan alta com deien Masin et al. (2006), efecte que es pot atribuir a que han 
estat en condicions de laboratori des que es van recol·lectar. 
 
4.2. Assaig 
4.2.1. Resultats obtinguts 
 
De les 160 espiguetes que es van enterrar a l’assaig van emergir i desenvolupar-se’n 93, un 
58,13%. Respecte les diferents profunditats d’enterrament, es va observar que a 1,5cm van 
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sobreviure un nombre més elevat de plantes que les de 4cm, 68,75% respecte 47,5%. 
 
De les espiguetes que no se’ls va provocar la infecció de U. syntherismae es va comprovar 
que aquest no hi fos, confirmant així que la desinfecció era efectiva. Tot i així, en una de les 
plantes control s’hi van observar hifes, la qual cosa indicava que contenia espores de U. 
syntherismae que devien haver-se quedat adherides a les glumes o glumel·les. Per tant, se 
segueix creient que U. syntherismae no es troba a l’interior de la cariòpside de la forcadella, 
sinó que entra un cop es troba en estadi de plàntula (Mas i Verdú, 2014).  
 
Per al càlcul dels percentatges mitjans de plantes infectades segons els diferents factors 
considerats es va realitzar un recompte de les plantes infectades de cada repetició dividit 
entre les plantes totals que hi havia en aquell grup. En el grup que es va inocular U. 
syntherismae i es van aplicar Glomerals, es va calcular fent el recompte de les plantes que 
havien estat infectades i les que havien incorporat els Glomerals. Així les que no n’havien 
incorporat no es van tenir en compte. Es mostra a la Taula 5. 
 
Taula 5. Percentatge mitjà de plantes infectades amb U. syntherismae respecte els factors aplicació 
de Glomerals i profunditat d’enterrament. El percentatge és la mitjana del percentatge de plantes 
infectades de cada repetició en cada situació. 
Aplicació de 
Glomerals 
Profunditat 
d’enterrament (cm) 
Número 
de 
plantes 
Percentatge mitjà de 
plantes infectades (%) 
Si 
1,5 7 53 
4 3 21 
No 
1,5 13 100 
4 1 13 
 
A primera vista es veu que a la profunditat d’enterrament d’1,5cm, tan amb Glomerals com 
sense, és quan més plantes han estat infectades per U. syntherismae. 
 
4.2.2. Anàlisi de la variància 
 
Amb les dades obtingudes es va fer l’anàlisi de la variància prenent com a variables la 
Prospecció dels efectes de la interacció entre simbionts endomicorízics i un patogen causant de carbó 
en la gramínia Digitaria sanguinalis   37 
Escola Superior d’Agricultura de Barcelona 
UPC - BarcelonaTech 
 
infecció de U. syntherismae, la presència de micorizes i la supervivència de les plantes.  
  
4.2.2.1. Infecció de U. syntherismae 
 
Pel que fa a la infecció de U. syntherismae, els resultats de l’anàlisi de la variància es 
mostren a la Taula 6.  
 
Taula 6. Anàlisi de la variància de la variable infecció de U. syntherismae, segons els factors 
profunditat, repetició, micorizació i les diferents interaccions entre tots. Es va aplicar la transformació 
d’arcsinus de la proporció de plantes infectades, en tan per u.  
Font de variació 
Graus de 
llibertat 
Suma de 
Quadrats (III) 
Quadrats 
mitjans 
Valor 
F 
P>F 
Profunditat 1 0,21 0,21 0,69 0,414 
Repetició 3 0,07 0,02 0,08 0,9686 
Micorizació 1 3,67 3,67 12,27 0,002 
Profunditat*Repetició 3 2,45 0,82 2,73 0,0685 
Profunditat*Micorizació 1 0,34 0,34 1,15 0,296 
Repetició*Micorizació 3 1,94 0,65 2,16 0,1217 
Profunditat*Repetició*Mi
corizació 
1 0,67 0,67 2,25 0,1482 
 
Observant els resultats d’aquesta taula es pot afirmar que hi ha diferències estadísticament 
significatives a la infecció depenent de si la planta ha format micorizes o no, ja que el nivell 
de significació és inferior a 0,05 (P=0,002).  
 
De les fonts de variació que han mostrat significació estadística com la micorizació, s’ha fet 
la separació de mitjanes on s’observa que hi ha hagut més plantes infectades amb U. 
syntherismae si aquestes no havien estat micorizades (Taula 7). Des del punt de vista del 
moment que els fongs penetren la planta –primer U. syntherismae i després, els Glomerals-, 
hi ha hagut menys micorizació si les plantes ja estaven infectades amb U. syntherismae. 
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Taula 7. Mitjanes poblacionals de la variable infecció per U. syntherismae pel factor micorizació. Els 
valors de la taula corresponen al percentatge de plantes infectades per U. syntherismae segons si 
s’han micorizat o no, i han estat retransformats, tot i que la separació de mitjanes es va fer amb els 
valors transformats a l’arcsinus de la proporció de plantes infectades.  
Micorizació Mitjanes poblacionals (%) 
No micorizades 99,62a 
Micorizades 76,60b 
Valors amb lletres diferents són significativament diferents des del punt de vista estadístic (P<0,05). 
 
Se sap que la infecció de U. syntherismae ocorre als estadis inicials de plàntula, mentre que 
la micorizació té lloc quan s’han format arrels secundàries, és a dir, molt més tard que la 
infecció. S’ha demostrat que les micorizes poden disminuir malalties causades per patògens 
en alguns casos (Xavier i Boyetchko, 2004) gràcies a l’increment de fòsfor rebut per part de 
la planta i la modificació en la dinàmica del patogen a la micorizosfera mitjançant canvis en 
l’exsudació i la permeabilitat de la membrana de les arrels (Davis i Menge, 1980 citat a 
Xavier i Boyetchko, 2004; Graham et al., 1981 citat a Xavier i Boyetchko, 2004). A més, 
també pot ser que existeixi competència entre els patògens i els AMF pel lloc d’infecció i 
l’espai de les arrels (Smith i Read, 1997 citat a Xavier i Boyetchko, 2004). Tot i així, això 
podria ser aplicat a altres fongs que penetrin a la planta per les arrels i que ho facin temps 
més tard que l’establiment de les micorizes. Però coneixent el moment i el lloc d’entrada de 
U. syntherismae no se li podrien atribuir aquestes causes. Caldria conèixer quina resposta té 
D. sanguinalis quan és infectada pel carbó a nivell bioquímic, podria ser que exsudés 
components que dificultessin l’entrada dels AMF.  
 
Sembla doncs, que tan U. syntherismae com G. mosseae i G. intraradices poden ser dos 
elements que redueixin les poblacions de D. sanguinalis, però no conjuntament. Actuen a 
diferents nivells, mentre que un redueix el banc de llavors directament perquè esterilitza els 
individus, l’altre redueix el creixement de la planta, cosa que també pot afectar el nombre de 
llavors que formi. Tot i així, el que si que assegura aquest assaig és que les micorizes 
podrien no potenciar la infecció de U. syntherismae.  
 
Dels altres factors destaca la interacció Profunditat d’enterrament*Repetició, que té un valor 
que està al límit de la significació estadística (P=0,0685).  
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Per avaluar únicament l'efecte de la profunditat d’enterrament es va fer un altre anàlisi de la 
variància considerant només aquest factor. Així, va resultar que el nivell de significació era 
més baix, essent P=0,0532. Considerant aquest valor estadísticament significatiu malgrat 
estigui al llindar de la significació, i segons la separació de les mitjanes dels nivells (Taula 8) 
hi va haver un major nombre de plantes infectades, de mitjana, a una profunditat 
d’enterrament d’1,5cm respecte a 4cm. 
 
Taula 8. Mitjanes poblacionals de la variable infecció per U. syntherismae segons els nivells del factor 
profunditat d’enterrament. Els valors de la taula corresponen al percentatge de plantes infectades 
segons la profunditat a la qual s’han enterrat, i han estat retransformats, tot i que la separació de 
mitjanes es va fer amb els valors transformats a l’arcsinus de la proporció de plantes infectades. 
Profunditat d’enterrament (cm) Mitjanes poblacionals (%) 
1,5 97,09a 
4 75,57b 
Valors amb lletres diferents són significativament diferents des del punt de vista estadístic (P<0,05). 
 
Això contrasta amb el que Mas i Verdú (2014) suggerien, que a més profunditat hi havia més 
probabilitat d’infecció de U. syntherismae degut que el fong tenia més opcions, de temps i 
d’espai, per penetrar pel mesocòtil, ja que aquest s’elonga més com més profundament 
estigui enterrada la llavor. 
 
S’extreu, també, d’aquesta anàlisi, que no hi ha efecte de la repetició a la infecció, és a dir, 
de les diferents posicions a la cambra.  
 
4.2.2.2. Micorizació 
 
Pel que fa a la micorizació, també es va voler esbrinar quins efectes hi havien tingut els 
diferents factors. Així doncs, les dades obtingudes al processar els individus que havien 
estat regats amb suspensió de Glomerals, es van analitzar considerant els diferents factors 
principals i les seves interaccions (Taula 9).  
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Taula 9. Anàlisi de la variància amb la variable micorizació, segons els factors profunditat 
d’enterrament, repetició, inoculat amb U. syntherismae i les diferents interaccions entre tots. Es va 
aplicar la transformació d’arcsinus de la proporció de plantes micorizades. 
Font de variació 
Graus 
de 
llibertat 
Suma de 
Quadrats (III) 
Quadrats 
mitjans 
Valor 
F 
P>F 
Profunditat 1 248,75 248,75 5,62 0,0237 
Repetició 3 156,45 0,52 1,18 0,3327 
Profunditat*Repetició 3 354,88 118,29 2,67 0,0633 
U. syntherismae 1 0,15 0,15 0,34 0,5659 
Profunditat* U. 
syntherismae 
1 0,22 0,22 0,50 0,4841 
Repetició* U. 
syntherismae 
3 149,30 0,50 1,12 0,3531 
Profunditat*Repetició* U. 
syntherismae 
2 119,983232 0,60 1,36 0,2717 
 
A la Taula 9 s’observa que hi ha diferències estadísticament significatives en la micorizació a 
diferents profunditats (P=0,0237). També és al llindar de la significació al 5% el factor 
encreuat de la Profunditat d’enterrament*Repetició (P=0,0633). Així que es va fer una altra 
anàlisi de la variància considerant únicament aquestes fonts de variació (Taula 10). 
 
Taula 10. Anàlisi de la variància de la variable micorizació, re-avaluant els factors profunditat, 
repetició i la interacció d'aquests. Es va aplicar la transformació d’arcsinus de la proporció de plantes 
micorizades. 
Font de variació 
Graus 
de 
llibertat 
Suma de 
Quadrats 
(III) 
Quadrats 
mitjans 
Valor F P>F 
Profunditat 1 292,20 292,20 6,43 0,0153 
Repetició 3 188,53 0,63 1,38 0,2622 
Profunditat*Repetició 3 364,99 121,66 2,68 0,0601 
 
En aquesta segona anàlisi de la variància la profunditat d’enterrament té uns nivells de 
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significació estadística inferiors a 0,05 (P=0,0153). La separació de mitjanes (Taula 11) 
aclareix que hi ha hagut més plantes micorizades quan les llavors han estat enterrades a 
1,5cm que a 4cm. 
 
Taula 11. Mitjanes poblacionals en la micorizació pel factor profunditat d’enterrament. Els valors de la 
taula corresponen al percentatge de plantes micorizades segons la profunditat a la qual s’han enterrat, 
i han estat retransformats, tot i que la separació de mitjanes es va fer amb els valors transformats a 
l’arcsinus de la proporció de plantes micorizades.  
Profunditat d’enterrament (cm) Mitjanes poblacionals (%) 
1,5 96,97a 
4 70,71b 
Valors amb lletres diferents són significativament diferents des del punt de vista estadístic (P<0,05). 
 
Finalment, cal mencionar que no hi ha efecte a la micorizació en funció de si s’han inoculat 
les espiguetes amb espores de carbó o no. Aquest resultat és esperable, ja que l’aplicació 
dels Glomerals té lloc un cop les plantes ja s’han establert. 
 
4.2.2.3. Supervivència de les plantes 
 
També es va creure oportú fixar-se en la supervivència de les plantes de D. sanguinalis i els 
factors que podien incidir-hi. Fent l’anàlisi de la variància es va observar que el factor 
repetició era estadísticament significatiu (P=0,0483), així com el fet que les llavors 
estiguessin inoculades amb U. syntherismae (P=0,0104) i que estiguessin enterrades a 
diferents profunditats (P=0,0236). La separació de mitjanes es mostren a les Taules 12, 13 i 
14. 
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Taula 12. Mitjanes poblacionals de la supervivència en funció de la repetició (P=0,0483). Els valors de 
la taula corresponen al percentatge de plantes que han sobreviscut segons la posició en la cambra, i 
han estat retransformats, tot i que la separació de mitjanes es va fer amb els valors transformats a 
l’arcsinus de la proporció de plantes emergides.  
Repetició Mitjanes poblacionals (%) 
R1 69,98a 
R2 67,46a 
R3 81,50ab 
R4 39,03ac 
Valors amb lletres diferents són significativament diferents des del punt de vista estadístic (P<0,05). 
 
La repetició 3 és la que va mostrar una major supervivència de plantes, mentre que la 
repetició 4 va ser la en va presentar menys. Cal esmentar que la diferència del quart pis 
respecte els altres és que, fruit de l'atzar, el grup de plantes predominant a la porta de la 
cambra de germinació (i per tant, les que rebien una incidència lumínica major) estaven 
enterrades a 4cm. En els altres pisos, als grups més propers a la porta hi predominaven 
plantes enterrades a 1,5cm. Les plantes del primer i segon pis van tenir supervivències molt 
similars.  
 
Segons indica la Taula 13, el fet que s’inoculessin les llavors amb espores de U. 
syntherismae va provocar que emergissin i sobrevisquessin menys les plantes. La inoculació 
d’espores redueix la supervivència de les plantes tal com mostren Johnson i Baudoin (1997). 
Aquesta reducció pot ser per contaminacions de microorganismes a l’inòcul (que s’han 
d’intentar eliminar amb la desinfecció) o perquè a l’estar recobertes d’espores, tenen una 
limitació en l’accés de la llum, limitant l’estimulació de la germinació de l’embrió. 
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Taula 13. Mitjanes poblacionals de la supervivència en funció de la inoculació amb espores de U. 
syntherismae (P=0,0104). Els valors de la taula corresponen al percentatge de plantes que han 
sobreviscut segons si s’han inoculat amb espores o no, i han estat retransformats, tot i que la 
separació de mitjanes es va fer amb els valors transformats a l’arcsinus  de la proporció de plantes 
emergides. 
Inoculació amb U. syntherismae Mitjanes poblacionals (%) 
No 78,46a 
Si 50,77b 
Valors amb lletres diferents són significativament diferents des del punt de vista estadístic (P<0,05). 
 
Pel que fa a la profunditat (Taula 14), a 1,5cm van emergir i establir-se més plantes que no 
pas a 4cm. A 4cm, les llavors han de recórrer un camí més llarg fins arribar a la superfície, 
amb una probabilitat major que siguin malmeses per fongs abans no hagin emergit. I, 
malgrat que es va autoclavar el substrat i es van desinfectar les espiguetes, per reduir 
precisament la presència d’espores, seguien havent-n’hi a l’aire. En un estudi de Benvenuti 
et al. (2001), on determinava la diferència de germinació entre 2cm i 4cm, es van obtenir uns 
resultats similars: sent d’un 60% als 2cm i d’un 35% als 4cm. En aquest assaig els 
percentatges són més elevats, que es podrien atribuir al fet que les llavors van estar 
emmagatzemades en condicions de laboratori. Cal fer esment que Benvenuti et al. (2001) 
van avaluar el percentatge de germinació mentre que en aquest assaig es va avaluar la 
supervivència de les plantes sis setmanes després d’haver-se enterrat, un cop germinades, 
emergides i establides al pot fins al final de l’assaig.  
 
Taula 14. Mitjanes poblacionals de l’emergència en funció de la profunditat a la qual s'havien enterrat 
(P=0,0236). Els valors de la taula corresponen al percentatge de plantes que han emergit segons la 
profunditat a la qual s’han enterrat, i han estat retransformats, tot i que la separació de mitjanes es va 
fer amb els valors transformats a l’arcsinus de la proporció de plantes emergides. 
Profunditat (cm) Mitjanes poblacionals (%) 
1,5 76,85a 
4 52,96b 
Valors amb lletres diferents són significativament diferents des del punt de vista estadístic (P<0,05). 
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Cal destacar que les tres variables que s’han analitzat (infecció de U. syntherismae, 
micorizació i supervivència de les plantes) han tingut un factor significatiu comú, que ha 
estat la profunditat a la qual s’han enterrat les llavors. A 1,5cm de profunditat hi ha hagut 
més plantes infectades per U. syntherismae, més plantes micorizades i més supervivència 
que a 4cm.  
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5. Conclusions 
 
Les conclusions extretes en aquest treball són les següents: 
 
 Les espiguetes i les espores perden viabilitat d'un any a un altre.  
 
 La profunditat en que es troben les llavors de D. sanguinalis ha estat un factor  
estadísticament significatiu (P<0,05) en la infecció de U. syntherismae (P=0,0532), 
en la micorizació per Glomus mosseae i Glomus intraradices (P= 0,0153) i en la 
supervivència de les plantes (P=0,0236). A 1,5cm hi ha hagut major infecció de U. 
syntherismae (97% en front a 76%), major micorizació (97% en front a 71%) i major 
supervivència (77% en front a 53%). 
 
 
 El fet que s’incorporin esporangis de fongs micorizògens amb el reg a les plantes de 
D. sanguinalis no incrementa el nombre de plantes infectades per U. syntherismae. 
L’establiment de U. syntherismae a la planta sí que va associat a una menor  
micorizació. 
 
 
 El fet de recobrir la llavor de D. sanguinalis amb espores de U. syntherismae té 
influència en la supervivència de les plantes (P=0,0104), sent major quan no ha estat 
inoculada, 78% respecte 51%. 
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ANNEXOS 
 
 
Annex A Imatges del procés de tinció de tiges i arrels per a l’observació de Ustilago 
syntherismae i de Glomerals. 
 
Annex B Planta parcialment encarbonada. 
 
Annex C Imatges de preparacions dels arbuscles de Glomerals vistes al microscopi òptic. 
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Annex A  
 
Imatges del procés de tinció de tiges i arrels per a l’observació de Ustilago syntherismae i de 
Glomerals. Exemple de l’observació d’una planta de mida grossa.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Si les plantes són de mida gran, fer talls 
longitudinals amb una fulla d’afaitar 
Rentar amb aigua de destil·lada 
Treure de la cambra de germinació les 
unitats que cal processar 
Separar la tija de les arrels 
TIJA 
ARRELS 
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Bany amb KOH 10%, 96ºC 5min 
Rentar amb H2O 
TINCIÓ 
Rentar amb aigua destil·lada 
Blau de toluïdina, 15min Bany amb solució de tinta i 
acètic 5%, 96ºC 3min 
Muntatge i identificació al portaobjectes. 
Observació al microscopi 
Rentat amb aigua destil·lada 
Rentat amb acètic 1%, 20min 
TIJA ARRELS 
TRANSPARENTAT 
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Annex B 
 
Figura 9. Planta parcialment encarbonada de D. sanguinalis. A) part de la planta que 
presenta tres sorus visibles (masses d'espores); B) part de la planta que presenta 
inflorescències amb llavors viables. 
 
 
 
  
A 
B 
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Annex C 
 
Figura 10. Imatges de preparacions dels arbuscles de Glomerals vistes al microscopi òptic 
fetes al laboratori durant l’experiment per l’autora del treball: A i B) a 100X a data 
de27/03/2015; C) a 400X a data de 27/03/2015; D) a 400X a data de 23/03/2015. 
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